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摘要 
  多酚類化合物在近年來是非常熱門的研究，因為多酚類化合物具有著
超強抗氧化能力。許多消費者攝取從植物中萃取出多酚類化合物的萃產物
來預防疾病。許多消費者涉取植物萃取物不僅因為抗菌或者抗病毒，甚至
可以抑制人類低密度脂蛋白氧化進而預防心血管疾病。本實驗，植物中分
離多酚類化合物使用高效能液相層析儀搭配紫外光全波長檢測器，C-18 管
柱和流動相 0.1% 甲酸搭配乙腈含有 0.1% 甲酸，流速設定在每分鐘 1 毫
升，偵測波長 285 和 345nm，溫度為室溫。本次的實驗分析了三種植物樣
本，洛神葉、蓮蓬和石蓮花。接著將層析圖積分面積代入檢量線所求得的
線性方程式中求得植物萃取物樣本濃度。在我們的研究中測得洛神葉水萃
取物內含Catechin 6.41 ppm和 Ellagic acid 3.37 ppm ; 洛神葉使用甲醇萃取
物測得 Protocatechuic acid 0.67 ppm、Catechin 53.4 ppm、Caffeic acid 14.6 
ppm、Epigallocatechin 11.1 ppm、Ferulic acid 15.4 ppm、Quercetin 1.94 ppm、
Ellagic acid 113.8 ppm ; 蓮蓬水萃取物測得 Catechin 5.93 ppm、Procyanidin 
B2 1.92 ppm、ρ-Coumaric acid 0.45 ppm、Epigallocatechin 74.1 ppm ; 蓮蓬
使用甲醇萃取物測得 Catechin 329 ppm、Procyanidin B2 7.16 ppm、Caffeic 
acid 3.6 ppm、ρ- Coumaric acid 7.63 ppm、Epigallocatechin 14.8 ppm。石蓮
花水萃取物測得 ρ- Coumaric acid 1.34 ppm ; 石蓮花使用甲醇萃取物測得
Gallic acid 5.92 ppm、Caffeic acid 0.51 ppm、ρ- Coumaric acid 1.17 ppm、
Epigallocatechin 25.1 ppm、Ferulic acid 0.55 ppm、Gossypetin 1.93 ppm。未
來我們將針對樣本萃取物中的未知波峰使用氣相層析質譜儀進行分析，以
便得到樣本萃取物更多資訊。 
 
關鍵字: 高效能液相層析儀，多酚類化合物，洛神葉，蓮蓬，石蓮花 
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Abstract 
  Phenolic compounds are the popular studies in the present day , cause of 
antioxidants. In this day, many people are using phenolic compounds to prevent 
disease from Plant extract. More and more people eat plant extract products , 
because it is not only can antiseptic or anti-virus but also inhibit LDL oxidation 
and prevention cardiovascular disease. High performance liquid 
chromatography with UV separation of these phenolic compounds are possible 
on C-18 column, using 0.1% formic acid and acetonitrile with 0.1% formic 
acid as mobile phase. Flow-rate, detection wavelength and temperature were 
adjusted to 1.0 mL/min, 285 & 345nm and RT, respectively. In this study, 
Roselle’s leaf, extract by water, detection Catechin 6.41 ppm and EA 3.37 ppm , 
extract by methanol detection Protocatechuic acid 0.67 ppm、Catechin 53.4 
ppm、Caffeic acid 14.6 ppm、Epigallocatechin 11.1 ppm、Ferulic acid 15.4 
ppm、Quercetin 1.94 ppm with 285 nm and EA 113.8 ppm with 345 nm. 
Nelumbinis Receptaculum,are extracted by water, detection Catechin 5.93 
ppm、Procyanidin B2 1.92 ppm、ρ- Coumaric acid 0.45 ppm、Epigallocatechin 
74.1 ppm and extract by methanol detection Catechin 329 ppm、Procyanidin B2 
7.16 ppm、Caffeic acid 3.6 ppm、ρ- Coumaric acid 7.63 ppm、Epigallocatechin 
14.8 ppm with 285 nm. Graptopelaum Paraguayense, are extracted by water, 
detection ρ- Coumaric acid 1.34ppm with 285 nm, extract by methanol 
detection Gallic acid 5.92 ppm、Caffeic acid 0.51 ppm、ρ- Coumaric acid 1.17 
ppm、Epigallocatechin 25.1 ppm、Ferulic acid 0.55 ppm、Gossypetin 1.93 ppm 
with 285 nm. In the future, the unknown peaks would be detected by gas 
chromatography – mass spectrometry(GC-MS). 
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第一章 緒論 
第一節：前言 
   現代人類常經由植物萃取物獲得抗氧化物質，原因在於方便和快速。
抗氧化物質主要為保護人體不受自由基傷害，人體雖然可以分泌內源性抗
氧化物避免內臟受到損害和保護甚至改善人體受到疾病侵害；但目前環境
和飲食危害因素，造成比以往更多的自由基產生，危害因子包含：香菸、
煙霧、農藥、藥物或者輻射等等，造成人體內源性抗氧化物質成效有限，
所以現代大多數的人都會攝取外源性抗氧化物質來達到保健效果。內源性
抗氧化物大致上分成兩大類，第一類為清除自由基的酶類，例如超氧化物
歧化酶（Superoxidase dismutase）、過氧化氫酶（Catalase）等；第二類為
清除自由基的抗氧化物質，如穀胱甘肽(Glutathione)、輔酶(Coenzyme Q10)
和前列腺素(Prostaglandin)等。外源性抗氧化物質則包含有維他命Ｃ、維
他命Ｅ、β-胡蘿蔔素或者某些微量元素如硒、鋅、鐵、銅等。多酚類化
合物廣泛存在於各種蔬菜、水果和其他植物當中，所以多均衡飲食各種新
鮮蔬果皆能攝取到多酚類化合物，除了新鮮蔬果含大量的多酚類化合物之
外，咖啡、可可﹝1﹞、茶類和傳統的中草藥皆含有大量的多酚類化合物，
並且多分類化合物也是外源性抗氧化能力最強的抗氧化物質。由於多酚類
化合物對人體有著相當重要的健康保健功效，又加上現代人著重於健康養
生和疾病的預防，所以預計在 2050年全球會有九十億人口使用植物萃取
物應用在疾病預防和保健﹝2﹞。了解飲食多酚類化合物當作抗氧化劑保健
和治療的目的是醫學界和營養學界的重要研究議題之一，所以目前在科學
界也廣泛列為研究項目，畢竟預防疾病發生對於減少全球醫療保健費用是
最有效的方式之一。所以可以研究各種植物的多酚類化合物種類和含量以
便應用在各式應用上，例如目前可得知多酚類化合物具有保護心血管疾病
﹝3﹞，減少細胞氧化壓力進而預防疾病﹝4﹞，甚至也可當作重金屬元素的
螯合物質﹝5﹞，也有研究指出某些多酚類化合物可以當作鎮痛劑來使用
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﹝6﹞。 
  多酚類化合物在目前學者研究分析上顯示了高度的抗氧化能力，雖然
超過了八千多種的結構但其中大多數多酚類化合物包含了酚酸(Phenolic 
acid)、兒茶素(Catechins)、花青素(Anthocyanin)、黃酮類化合物(Flavonoid)
等。而多酚類化合物能與維他命Ｃ、維他命Ｅ等外源性抗氧化物質會和其
他內源性抗氧化物在人體內一起發揮抗氧化的功效，並且有效清除人體內
自由基。由分子結構來看,氫氧基（OH¯）接在芳香烴的苯環上，這類化合
物稱為酚（phenol）,如果為多個芳香苯環則稱為多酚類化合物，OH¯會供
給電子，電子會阻斷脂質或其他生物分子自由基反應，因此多酚類化合物
破壞鍵結反應來減少細胞膜孔洞產生抗氧化效能。當抗氧化防護缺陷或者
缺乏內在抗氧化劑，自由基可能會造成氧化壓力上升進而在人體中造成因
氧化壓力引起的疾病，人體或細胞氧化壓力不平衡容易造成心血管和癌症
疾病﹝7﹞。 
  然而現代消費者會優先選擇和重視對於人體健康有益的食品天然萃
取物或添加物﹝8﹞。許多植物皆被認為可能是多酚類化合物的提供來源，
並且多酚類化合物也普遍存在於植物體內。多酚類化合物為天然的抗氧化
劑，例如黃酮類化合物可以降低罹癌風險、慢性炎症和心血管疾病﹝9﹞。
並且植物多酚類化合物有抗菌和強力的抗氧化效果，所以可推薦用來當作
天然的防腐劑來保存食物﹝10﹞。天然植物多酚類化合物也被證實在對正常
細胞沒有細胞毒性的藥物濃度下，也可以成功的誘導多種癌細胞進行細胞
凋亡﹝11,12﹞。所以由於潛在的抗氧化和抗菌能力，使得對於植物萃取多
酚類化合物種類有極大的興趣，所以有效利用植物萃取物之前的儀器分析
領域相對的重要。 
 
 
- 3 - 
 
第二節多酚類化合物介紹 
  酚(Phenol)和多酚類化合物(兩個酚環以上所組成)為植物代謝物從苯
丙胺酸轉換而成。多酚類化合物主要化合物大概有以下幾種組成: 
1. 黃烷醇(Flavanol)及其五倍子酸酯類(gallic acid esters) 
2. 黃烷醇及黃烷醇糖苷(flavonol glycosides) 
3. 無色花青素類(leucoanthocyanins)、酚醛酸及縮酚酸類(depsides) 
4. 氧化聚合酚化合物(oxidized and polymerized phenolic compounds) 
    酚酸是一種含有酚環的有機酸，為植物體內的次要代謝產物當在植物
內酚酸和hydroxycinnamic acids共同存在時，酚酸為hydroxybenzoic和
hydroxycinnamic acids最主要的衍生物。這些衍生物不同的地方在於芳香環
的羥基化反應和甲氧基化反應﹝13﹞並且與hydroxycinnamic acids比較相同
的化學結構式為Caffeic acid, p-coumaric acid和ferulic acids。然而在研究指
出酚酸有強大的抗菌、抗病毒、抗癌和抗發炎。黃酮類化合物是由兩個具
有酚羥基的苯環通過中央三碳原子相互連接的一系列化合物，並且以多酚
類化合物為基礎在不同的結構式組成不同種類的黃酮類化合物，並且廣泛
存在於植物當中，如Catechin, Epicatechin, Epigallocatechin或Epicatechin 
3-gallate。在植物中可以對抗紫外線，保護病原體入侵，在人體內具有螯
合金屬氧化還原反應能力﹝14﹞。花青素為水溶性的植物色素，屬於黃酮類
化合物，其與糖類物質以糖苷鍵結合之後即為花色苷(Anthocyanin)，與花
的顏色、葉變紅等有關，最主要的也是一種天然的抗氧化劑。 
  所以在此研究當中就以常見和抗氧化能力極強的多酚類化合物來當
作標準品，下圖為本次實驗所使用的17種多分類化合物名稱及結構式。 
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Gallic acid      Epigallocatechin gallate   Epigallocatechin 
         
Epicatechin Gallate     Catechin        Quercetin 
      
Epicatechin        Ellagic acid       Naringenin 
         
Rutin           Procyanidin B2    ρ- Coumaric acid 
      
 
Ferulic acid         Caffeic acid     Gossypetin 
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Gossypin         Gossypetin 
       ﹝15﹞ 
 
第三節多酚類化合物之毒性 
  當多酚類化合物濃度過高時（>5%）具有超強的抗氧化能力，雖然具
有超強抗氧化能力，但會使蛋白質變性，對於人體腸胃道黏膜組織和皮膚
具有腐蝕性，也可能促進乙醯膽鹼分泌造成抽蓄甚至昏迷，部份酚類，如
硝基酚(NO2C6H4OH)及對苯二酚(hydroquinone)，則容易造成變性血紅素
血症。多酚類化合物中毒時接觸器官會有白色顏色產生，除了腸胃道中毒
會有明顯症狀以外，基本上酚類中毒疼痛並不明顯，酚類中毒還可引起嗜
睡、流汗增加、咳嗽、哮鳴音、呼吸加速、低血壓、心律不整，嚴重者甚
至會死亡。一般致死的劑量為0.15-0.75 g/Kg﹝16﹞。 
  酚類如造成皮膚或眼睛中毒者應以大量清水沖洗至少15分鐘以上，皮
膚也可以使用異丙醇沖洗後再以大量清水沖洗，如誤食就得盡速就醫，按
照醫生指示下進行治療，勿以清水飲用稀釋以免被臟器吸收。 
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第四節多酚類化合物之分析方法 
  使用高效能液相層析儀與經典液相層析儀原理是相同的，但使用高效
微粒固定相、高壓輸液汞和高靈敏度偵測器在於分析速度、靈敏度和分離
效力皆比傳統統液相層析儀來的還要良好﹝17﹞。液相層析儀分析樣本時不
需擔心樣品揮發性和熱穩定性等不穩定因素，所以適用於中草藥成分、胺
基酸、蛋白質、核甘酸、類固醇、殺蟲劑等之分析。雖然高效能液相層析
儀靈敏度沒有氣相層析儀來的好，但以簡單、方便和穩定度方面來說會比
氣相層析儀來的良好，而且在分離物回收方面也比較容易。因為有以上幾
點特點，所以在各種生化或者樣品分析領域方面皆廣泛的被使用當作分析
或純化設備。高效能液相層析儀主要由三的部分所組成:輸液泵(Pump)、
進樣器(Sample injector)和分離管柱(Column)，流動相溶液由輸液泵吸入
後輸出進入進樣器，樣品由進樣器注入，被流動相帶入分離管柱中分離，
接著分離出的成分進入檢測器，信號由記錄儀進行記錄和進行數據處理，
也可在檢測器後接樣品收集器來收集分離後的成分。在數據處理部份本研
究是在紫外光下做全波長掃描。接著在儀器最佳化條件下得到樣品層析
圖，最佳化條件搜尋包含水或者有機溶液搭配做為流動相，有機溶劑的種
類和濃度梯度的時間和百分比、流動相的酸鹼值和流速。分析植物萃取物
中的多酚類化合物有很多方法可以使用，常見的方法為使用高效能液相層
析 儀 搭 配 光 二 極 體 陣 列 式 檢 測 器 (High performance liquid 
chromatography-diode array detector)﹝18~19﹞、或者搭配使用螢光檢測器
(Fluorescence Detector)﹝20﹞可以分析和分離出多酚類化合物複合物和多種
混合物也可以進一步搭配質譜儀(Mass spectrometry)﹝21﹞或者搭配使用兩
種以上的檢測器,例如HPLC-DAD-MS或使用HPLC-DAD-MS/MS﹝22~ 23﹞
來進行檢測。當多酚類化合物含有四個或多個羟基時, 降低流動相酸鹼值
可以達到有效分離﹝24﹞，所以經常使用甲酸(formic acid)﹝25~ 26﹞、 醋酸
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(acetic acid)﹝27~28﹞或磷酸(phosphoric acid)﹝29﹞當作流動相以降低酸鹼
值。在流動相濃度梯度與酸搭配的有機溶劑方面常見的為乙腈(acetonitrile)
和甲醇(methanol)﹝30~35﹞。多酚類化合物偵測波長大概是介於280 nm到375 
nm之間﹝36~39﹞。 
 
第五節洛神葉介紹 
  洛神花（Hibiscus sabdariffa），俗名：洛濟葵、紅葵山茄。為一年生草
本灌木，屬於葵錦科(Malvaceae)，原產於熱帶國家，分布於馬來西亞、印
度、東南亞地區，台灣則分布於台東縣金峰鄉居冠。形態高度大概1~2公
尺，莖紫紅色，花期於夏秋之間，花苞顏色為深紅至淡紅色，具有大量的
花青素，顏色越深花青素含量越高，顏色越淺則反之﹝40﹞。在古代醫學上
做為解毒劑如：毒蘑菇或化學藥劑中毒﹝41﹞；清熱、解渴、止咳、降血壓，
也因為有種獨特美味口感，所以如今現在已經普遍用來製成果凍、果醬和
蜜餞等加工食品，也可為夏天清涼消暑飲料原料之一，在非洲也有些當地
居民會將洛神葉熬煮成湯飲用﹝42﹞。在醫藥學用途方面有利尿、發汗、尿
酸代謝、抗菌、軟便、鎮靜劑、抗高血壓、止咳、整腸胃、預防腎結石、
和減少肝臟損傷等用途﹝43﹞。洛神花花苞萃取物包含了酚酸(Phenolic 
acid)、黃酮類化合物(Flavonoid)、原兒茶酸( Protocatechuic acid)和花青
素(Anthocyanin)，含一些糖類、還原糖、蘋果酸、鐵、鈉、粗蛋白質、粗
脂肪。在研究方面指出洛神花萃取物如酚酸、黃酮類化合物和花青素在動
物實驗上有保護老鼠受到氧化壓力影響，也顯示出在體外有防止人類低密
度脂蛋白（LDL）氧化、防止粥狀動脈硬化和抑制腫瘤生成作用﹝44﹞，也
可有效的減少老鼠的體重﹝45﹞。至今對於洛神葉之相關研究仍然有限，僅
於先前學者研究出具有抗氧化﹝46﹞、降血脂﹝47﹞和降血糖等功效﹝48﹞。 
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第六節蓮蓬介紹 
  蓮（Nelumbo nucifera）是蓮科蓮屬多年生草本挺水植物，又稱蓮花、
荷花。蓮花是世界上最早的被子植物，早在一億五千萬年前即已在地球上
蓬勃發展，從化石來看，蓮是地球上最古老的被子植物之雙子葉植物之
一。蓮花的根莖經常生長在和流或者池塘和湖泊底部的淤泥處，荷葉貼在
水面上並且大多數為單數花，但少部分也有雙數或者更多；蓮花花托向上
延伸，呈倒圓錐體，黃色，花謝後轉綠。花托頂端平截，分布10至30個等
距小孔，為雌蕊之柱頭，有黏液，整個花托和雌蕊合稱蓮蓬﹝49﹞。蓮蓬含
有豐富的蛋白質、脂肪、糖類、膳食纖維、鈣、磷、鐵及多種維生素。蓮
蓬生食和熟食皆有益處；以中醫角度來看生食是寒性的，能夠清熱生津，
涼血止血﹔熟食有散淤血之功效，補益脾胃，補虛止瀉。含豐富的單寧酸，
有降血壓的作用，含有的維生素B12，可防治貧血。蓮蓬萃取物則具有降
低膽固醇、抑制乳腺癌細胞﹝50﹞和抗HIV病毒﹝51﹞。 
 
第七節石蓮花介紹 
  石蓮花（Houseleek）原產於墨西哥，為景天科（Grassytaceae），屬多
年生多肉植物，學名Graptopelaum Paraguayense。葉色淡紫或灰綠色，葉
片厚實似湯匙狀，因外形狀似蓮花而得名，花梗自葉腋中抽出，呈穗花序，
花冠先橙色，先端黃色，花期盛開期為每年三、四月間。 石蓮花性涼，
味甘淡、微酸、略澀，營養成分相當高，因其富含膳食纖維、磷、鈣、鉀、
鈉、鎂、鐵等礦物質，及維生素Ｃ、Ｂ1、B2、B6、葉酸、菸鹼酸、β-
胡蘿葡素及其他微量元素，屬於純鹼性食品﹝52﹞。石蓮花可以抑制油脂過
氧化作用﹝53﹞、舒緩肝臟疾病、利尿、舒緩疼痛感染和抑制血管收縮素轉
化酶﹝54﹞。 
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第八節實驗目的 
  由於洛神花和蓮子、蓮偶等植物部位於以往有許多實驗室已經研究的
相當透徹，又加上洛神葉和蓮蓬這兩種植物部位對於農民製造農產品皆非
首選，雖然於非洲洛神葉有被用來當成茶在煮泡飲用，但在台灣卻無此飲
食習慣，甚至和蓮蓬一起淪落成為農作廢棄物被當做肥料或丟棄，所以本
實驗室針對洛神葉和蓮蓬等少許研究的植物器官進行研究並且萃取、分離
多酚類化合物和偵測其含量，使洛神葉和蓮蓬更加能有效利用，減少農業
廢棄物產生。而石蓮花雖然在於細胞或動物等實驗已經研究的相當透徹，
但在於儀器分析這塊領域的論文數量相對的微乎其微，所以本實驗對於石
蓮花如何精確的分離出多分類化合物深感興趣。因此綜合以上因素實驗室
將洛神葉、蓮蓬和石蓮花中多酚類化合物的分析方法最佳化，並且符合分
析方法的驗證，希望能有效分離植物體內的多酚類化合物和含量，以便可
以更能快速和有效的分離出多酚類化合物，並將此結果與其他研究室合作
應用在保健方面之研究。 
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第二章材料與方法 
第一節 儀器設備介紹 
1. 高效能液相層析儀(Pump Po-2089 plus, Jasco, Japan) 
2. ＵＶ檢測器(2010 plus, Jasco, Japan) 
3. Column(Luna 5μm C18 column , 250x4.60mm) 
4. 注射針10ml 
5. 蒸餾水製造機(Mega-Pure System MP-3A, Barnstead, U.S.A) 
6. 震盪混合器(Vortex mixer，Scientific Industries Vortex-2 Genie G560, 
U.S.A) 
7. 精密式四位數電子天平(Electronic balance, OHAUS Explorer Pro 
EP214,Switzerland) 
8. 超音波震盪機(Ultrasonic Cleaner, D-78224, Singien, Germany) 
9. 真空抽氣馬達(Vacuum Pump, Rocker 300, Today-S, Taiwan) 
10. 真空烘箱(DOV-30, Taiwan) 
11. pH metter(Mettler-Toledo AG8603, Switzerland) 
12. 冷凍乾燥機(FD0240/1240, Tanchum)(FD4 .5-12P, Kingmech) 
13. 恆溫水浴槽(BC-2, Wisdom) 
14. 真空減壓濃縮機(N1000s, Eyela) 
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第二節 樣品和藥品與操作步驟 
樣品收集及保存 
  樣品來源有二，一為洛神葉和蓮蓬之水萃取物和有機萃取物，皆來自
中山醫學大學陳璟賢老師實驗室。二為新鮮石蓮花則來自嘉義魏申有機農
場,將有機及水萃取物儲存於-20℃冰箱內保存。 
 
樣品有機萃取 
1. 樣品低溫到完全乾燥。 
2. 將乾燥後的樣本搗碎成粉末。 
3. 取100克粉末加入300 ml甲醇 50℃ 水浴3小時。 
4. 將殘渣過濾後保留甲醇萃取液。 
5. 第三第四步驟重複兩次。 
6. 將三次甲醇萃取物收集進行減壓乾燥。 
7. 乾燥物加50℃ 500 ml去離子水溶解。 
8. 加入200ml己烷移除色素放置隔天。 
9. 取下水層加180 ml乙酸乙酯萃取，反應30分鐘。 
10. 接著上層進減壓濃縮,下層加180 ml乙酸乙酯，反應30分鐘，重複兩次。 
11. 三次上層萃取液進行減壓乾燥。 
12. 加250 ml蒸餾水溶解後冷凍，冷凍後進行冷凍乾燥。 
13. 冷凍乾燥粹取物冰存於-20℃冰箱內保存。 
 
樣品水萃取 
1. 樣品低溫到完全乾燥後，將乾燥後的樣本搗碎成粉末。 
2. 秤100g乾燥樣本粉末。 
3. 加入4000 ml的蒸餾水加熱至沸騰。 
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4. 沸騰2小時後過濾冷藏。 
 
冷凍乾燥 
1. 將萃取物在-20℃冷凍二天至完全結凍 
2. 使用冷凍乾燥機進行冷凍乾燥 
3. 待樣本完全後乾燥後收集 
4. 保存至-20℃以免受潮 
 
標準品和藥品 
1. 標準品Gallic acid，Epigallocatechin gallate，Catechin，Quercetin，Rutin，
Epigallocatechin，Epicatechin Gallate，Epicatechin，Ellagic acid，Ferulic 
acid，Naringenin，Procyanidin B2，ρ- Coumaric acid，Protocatechuic acid， 
Caffeic acid，Gossypeton，Gossypin (HPLC grade ,Sigma)。 
2. 甲醇(Methanol) (HPLC grade，Merk) 
3. 乙腈(Acetonitrile) (HPLC grade，Merk) 
4. 無水酒精(Ethanol absolute)(GR grade，Panreac) 
5. 吡啶(Pyridine)(GC grade，Sigma，Switzerland)。 
6. 甲酸(Formic acid)(HPLC grade，50% in water，Fluka，Switzerland) 
 
樣品配製前器具清洗 
1. 先以中性清潔劑清洗所要使用的器具,接著使用自來水將清潔劑沖洗乾
淨至無泡沫狀態。 
2. 取蒸餾水至容器內搖晃100下，重複4次。 
3. 洗淨後放入精密烘箱內烘乾。 
 
- 13 - 
 
標準品Stock solution配製 
1. 秤25 mg標準品粉末使用25ml定量瓶定量。 
2. Gallic acid、Epigallocatechin gallate、Catechin、Epigallocatechin、 
Epicatechin Gallate、Quercetin、Epicatechin、Naringenin、Procyanidin B2、
ρ- Coumaric acid、Ferulic acid、Protocatechuic acid、Caffeic acid、 
Gossypetin、Gossypin使用無水酒精配製, Ellagic acid、Rutin使用吡啶配
製。 
3. 稀釋100倍成10 ppm。 
 
配製Epigallocatechin working solution溶液 
1. 取1000 ppm Caoffiec acid標準品10 μl以990 μl蒸餾水稀釋成10 ppm。 
2. 接著各取100 μl、300 μl、500 μl、700 μl的10 ppm Caffiec acid溶液以900 
μl、 700 μl、 500 μl、 300 μl的蒸餾水稀釋成1 ppm、3 ppm、5 ppm、
7 ppm和10 ppm線性標準溶液。 
 
配製Caffeic acid working solution溶液 
1. 取1000 ppm Caffeic acid標準品10 μl以990 μl蒸餾水稀釋成10 ppm。 
2. 接著各取100 μl、300 μl、500 μl、700 μl的10 ppm Caffeic acid溶液以900 
μl、 700 μl、 500 μl、 300 μl的蒸餾水稀釋成1 ppm、3 ppm、5 ppm、
7 ppm和10 ppm線性標準溶液。 
 
配製Cetachin working solution溶液 
1. 取1000 ppm Cetachin標準品10 μl以990 μl蒸餾水稀釋成10 ppm。 
2. 接著各取100 μl、300 μl、500 μl、700 μl的10  ppm Cetachin溶液以900 
μl、700 μl、500 μl、300 μl的蒸餾水稀釋成1 ppm、3 ppm、5 ppm、7 ppm
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和10 ppm線性標準溶液。 
 
配製Ellagic acid working solution溶液 
1. 取1000 ppm Ellagic acid標準品10 μl以990 μl吡啶稀釋成10 ppm。 
2. 接著各取100 μl、200 μl、400 μl、600 μl的10 ppm Ellagic acid溶液以900 
μl、800 μl、600 μl、400 μl的蒸餾水稀釋成1 ppm、2 ppm、4 ppm、6 ppm
和10 ppm線性標準溶液。 
 
配製Epicatechin gallate working solution溶液 
1. 取1000 ppm Epicatechin gallate標準品10 μl以990 μl蒸餾水稀釋成10 
ppm。 
2. 接著各取100 μl、300 μl、500 μl、700 μl的10 ppm Epicatechin gallate溶
液以900 μl、700 μl、500 μl、300 μl的蒸餾水稀釋成1 ppm、3 ppm、5 ppm、
7 ppm和10 ppm線性標準溶液。 
 
配製Epigallocatechin gallate working solution溶液 
1. 取1000 ppm Epigallocatechin gallate標準品10 μl以990 μl蒸餾水稀釋成
10 ppm。 
2. 接著各取100 μl, 300 μl, 500 μl, 700 μl的10 ppm Epigallocatechin gallate
溶液以900 μl、700 μl、500 μl、300 μl的蒸餾水稀釋成1 ppm、3 ppm、5 
ppm、7 ppm和10 ppm線性標準溶液。 
 
配製Epicatechin working solution溶液 
1. 取1000 ppm Epicatechin標準品10 μl以990 μl蒸餾水稀釋成10 ppm。 
2. 接著各取100 μl、300 μl、500 μl、700 μl的10 ppm Epicatechin溶液以900 
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μl、700 μl、500 μl、300 μl的蒸餾水稀釋成1 ppm、3 ppm、5 ppm、7 ppm
和10 ppm線性標準溶液。 
 
配製Ferulic acid working solution溶液 
1. 取1000 ppm Ferulic acid標準品10μl以990 ml蒸餾水稀釋成10 ppm。 
2. 接著各取100 μl、300 μl、500 μl、700 μl的10 ppm Ferulic acid溶液以900 
μl、700 μl、500 μl、300 μl的蒸餾水稀釋成1 ppm、3 ppm、5 ppm、7 ppm
和10 ppm線性標準溶液。 
 
配製Gallic acid working solution溶液 
1. 取1000 ppm Gallic acid標準品10 μl以990 μl蒸餾水稀釋成10 ppm。 
2. 接著各取100 μl、300 μl、500 μl、700 μl的10 ppm Gallic acid溶液以900 
μl、700 μl、500 μl、300 μl的蒸餾水稀釋成1 ppm、3 ppm、5 ppm、7 ppm
和10 ppm線性標準溶液。 
 
配製Gossypetin working solution溶液 
1. 取1000 ppm Gossypetin標準品10 μl以990 μl蒸餾水稀釋成10 ppm。 
2. 接著各取100 μl, 300 μl, 500 μl, 700 μl的10 ppm Gossypetin溶液以900 
μl、 700 μl、500 μl、300 μl的蒸餾水稀釋成1 ppm、3 ppm、5 ppm、7 ppm
和10 ppm線性標準溶液。 
 
配製Gossypin working solution溶液 
1. 取1000 ppm Gossypin標準品10 μl以990 μl蒸餾水稀釋成10 ppm。 
2. 接著各取100 μl, 300 μl, 500 μl, 700 μl的10 ppm Gossypin溶液以900 μl、
700 μl、500 μl、300 μl的蒸餾水稀釋成1 ppm、3 ppm、5 ppm、7 ppm和
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10 ppm線性標準溶液。 
 
配製Naringenin working solution溶液 
1. 取1000 ppm Naringenin 標準品10 μl 以990 μl蒸餾水稀釋成10 ppm。 
2. 接著各取100 μl、300 μl、500 μl、700 μl的10 ppm Naringenin 溶液以900 
μl、700 μl、500 μl、300 μl的蒸餾水稀釋成1 ppm、3 ppm、5 ppm、7 ppm
和10 ppm線性標準溶液。 
 
配製Quercetin working solution溶液 
1. 取1000 ppm Quercetin 標準品10 μl以990 μl蒸餾水稀釋成10 ppm。 
2. 接著各取50 μl、80 μl、100 μl、300 μl、500 μl的10 ppm Quercetin溶液以
950 μl、930 μl、 900 μl、700 μl、500 μl的蒸餾水稀釋成0.5 ppm、0.8 ppm、
1 ppm、3 ppm、5 ppm線性標準溶液。 
 
配製Protocatechuic acid working solution溶液 
1. 取1000 ppm Protocatechuic acid 標準品10 μl 以990 μl蒸餾水稀釋成10 
ppm。 
2. 接著各取100 μl、300 μl、500 μl、700 μl的10 ppm Protocatechuic acid溶
液以900 μl、700 μl、500 μl、300 μl的蒸餾水稀釋成1 ppm、3 ppm、5 ppm、
7 ppm和10 ppm線性標準溶液。 
 
配製Rutin working solution溶液 
1. 取1000 ppm Rutin 標準品10 μl 以990 μl蒸餾水稀釋成10 ppm。 
2. 接著各取100 μl、300 μl、 500 μl、700 μl的10 ppm Rutin溶液以900 μl、
700 μl、 500 μl、300 μl的蒸餾水稀釋成1 ppm、3 ppm、5 ppm、7 ppm
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和10 ppm線性標準溶液。 
 
配製ρ-Coumaric acid working solution溶液 
1. 取1000 ppm ρ-Coumaric acid標準品10 μl 以990 μl蒸餾水稀釋成10 
ppm。 
2. 接著各取10 ppm 100 μl、300 μl、500 μl、700 μl的10 ppm  ρ-Coumaric 
acid溶液以900 μl、700 μl、500 μl、300 μl的蒸餾水稀釋成1 ppm、3 ppm、
5 ppm、7 ppm和10 ppm線性標準溶液。 
 
配製Procyanidin B2 working solution溶液 
1. 取1000 ppm Procyanidin B2標準品溶液10μl 以990μl蒸餾水稀釋成10 
ppm。 
2. 接著各取100 μl、300 μl、500 μl、700 μl的10 ppm Procyanidin B2溶液以
900 μl、700 μl、 500 μl、 300 μl的蒸餾水稀釋成1 ppm、3 ppm、5 ppm、
7 ppm和10 ppm線性標準溶液。 
 
HPLC mobile phase溶液配製 
1. 配製mobile phase A時，先取1100ml蒸餾水過濾。 
2. 接著取2000μl的 Formic acid使用過濾後蒸餾水定量到1000ml。 
3. 得0.1% Formic acid solution 
4. 接著配製HPLC mobile phase B：Acetonitrile內含0.1% Formic acid。 
5. 使用500ml定量瓶加入500 μl Formic acid。 
6. 接著使用Acetonitrile定量至500ml。 
7. 得Acetonitrile內含0.1% Formic acid。 
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樣品配製 
1. 各取25 mg洛神葉,蓮蓬和石蓮花的有機和水萃取物溶於蒸餾水中。 
2. 以蒸餾水用定量瓶定量至25 ml。 
3. 配製好的樣本在分析之前皆保存在4℃。 
 
HPLC甲醇清洗溶液配製 
1. 40%甲醇:過濾後的蒸餾水300ml加入200ml methanol得40% methanol。 
2. 80%甲醇:過濾後的蒸餾水100ml加入400ml methanol得80% methanol。 
 
HPLC分析條件 
1. HPLC波長偵測由分光光度計測量結果得知最佳偵測波長為285nm和
345nm。 
2. 使用C18管柱。 
3. 流速最佳化條件為1.0 ml/min。 
4. Mobile phase pH值為2.6。 
5. Mobile phase最佳化條件為(A:0.1% Formic acid和B: Acetonitrile內含
0.1% Formic acid)。濃度梯度最佳化條件為10% B 0 min, 30 % B 14 min, 
40% B 19 min, 40% B 23 min, 10% B 24 min,10% B 33 min。 
6. 注射體積為20μl。 
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儀器穩定狀態之確認 
  本目的為查看儀器狀態是否為穩定情況，是否會影響到儀器分析，確
保儀器為穩定情況：分離管清洗溶劑為使用40%和80%甲醇做分離管柱清
洗。清洗時間於每日開啟高效能液相層析儀執行實驗前先以40%甲醇清洗
30分鐘，接著再以80%甲醇清洗30分鐘，最後再以40%甲醇當作最後清洗溶
劑，時間也是維持30分鐘；流速設定在0.5ml/min。實驗結束後也是以
40%,80%和40%甲醇清洗各30分鐘，流速如同儀器操作前的清洗步驟。高效
能液相層析管柱之確認:分析前管柱是否乾淨。分析待測樣品前,直接打入
過濾後的蒸餾水(Blank)，注射體積為20 μl注射至液相層析儀內檢測並且
觀察結果，若管柱乾淨方能進行樣品檢測，若基質干擾嚴重，則注入
Dimethyl sulfoxide (DMSO)使用流動相分析的最佳化條件清洗，清洗結束
後再以40%、80%和40%甲醇清洗各30分鐘。 
 
 
建立標準品之校正曲線 
  檢量線使用之濃度以樣品的濃度範圍為原則，配至1 ppm、2 ppm、3 
ppm、4 ppm、5 ppm、6 ppm、7 ppm、10 ppm等不同濃度的多酚類化合物
標準品溶液，使分析樣品能落在檢量線當中，從濃度低至高分別注入高效
能液相層析儀分析，每個樣本濃度皆連續分析三次，並且計算標準品的波
峰積分面積(Peak area)(Y)，與其相對應的標準品濃度(X)即可求得線性迴
歸方程式(liner regression) Y=aX＋b，並使分析之樣品能落於檢量線當中且
能使用內插法計算出所分析樣品的濃度值。檢量線的線性相關係數R2，一
般品管要求R2>0.995以上。 
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精密度(Precision) 
1. 同日內精密度(Intra-assy) 
在同實驗室內配置已知的標準品濃度,範圍包含低、中、高三種濃度於
同日內且相同之分析樣本連續分析六次(n=6)，在分別經由統計算出平
均值(mean)，標準差(SD)及變異係數(CV %)。 
 
2. 異日間精密度(Inter-assy) 
在同實驗室內配置已知的標準品濃度，範圍包含低、中、高三種濃度於
同檢體連續偵測五天(n=5)，在分別經由統計算出平均值(mean)，標準
差(SD)及變異係數(CV %)。 
 
準確度(Accurancy) 
  本實驗以回收率(Recovery,%)來代表準確度。將已知濃度的標準品添
加於欲分析的之樣本中，分析前後的結果，兩項測定的相差濃度與所添加
標準品濃度相除，接著得到數據後換算成百分比(%)，求得回收率。公式
為Recovery(%)=(A1-A2)/A3×100%；A1為多酚類化合物的濃度和添加已知
濃度標準品之總濃度，A2為樣本未添加標準品之濃度，A3為添加已知濃度
標準品之濃度。 
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第三章 結果與討論 
第一節:建立高效能液相層析儀分析系統 
  本研究利用液相層析儀分析洛神葉、蓮蓬和石蓮花植物萃取物中多酚
類化合物的含量。在本實驗前處理當中，樣品的萃取步驟和萃取溶液皆相
同，萃取之後冷凍乾燥接著溶於過濾後的蒸餾水，取20 μl的樣本溶液至液
相層析儀進行分析研究。樣本注入進樣器後先儲存在樣本環中，接著將手
柄轉至進樣的位置，使樣本環通道打開藉由流動相將樣本攜帶進入液相層
析儀分離管柱中進行分離，分離出來的樣本在藉由多波長分光光度計進行
全波長掃描，之後由檢測器收集訊號,最後所收集的訊號由電腦軟體進行
定性、定量積分、面積分析以及利用層析圖根據標準品的滯留時間比對出
實驗結果。 
 
第二節：分析系統條件探討 
  本研究分析系統的研究條件尋找，主要參考Sigma所公告的標準品溶
液特性和儀器條件﹝33﹞去做修正，本研究利用所建立的分析系統進行二部
份的最佳化條件搜尋：標準品溶液之最佳化條件和儀器之最佳化條件；以
求得最佳化分析條件。 
 
3-2-1 標準品溶液之最佳化條件 
  本實驗配置標準品的溶液主要參考各標準品的物質特性和對於溶液
的溶解程度和積分面積進行選擇，並且分別儲存第一個月和第二個月檢測
標準品的Stock solution是否有水解情況。在本實驗中發現標準品的Stock 
solution 於4℃避光皆有很好的保存效果長達半年以上，除了選擇使標準品
能長時間保存的溶液外進而節省實驗成本和減少實驗誤差來源。選擇配置
標準品的溶液有甲醇﹝55~56﹞、無水酒精和蒸餾水,然而對於溶解效果來看
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的話無水酒精溶解效果比蒸餾水來的好,與甲醇比較時不管是分析後積分
面積或者溶解效應皆相同，於是選擇較無毒性的無水酒精來當作配製Stock 
solution的溶液。但是唯獨兩種標準品Ellagic acid和Rutin皆難溶於一般有機
溶劑，根據Merk Index所示，最適合的溶解有機溶劑為吡啶，故取吡啶作
為Ellagic acid和Rutin的Stock solution溶液。 
 
3-2-2儀器條件之最佳化選擇 
  儀器條件的最佳化條件搜尋為參考H.R. Juliani etc.﹝43﹞作為修正。儀
器最佳化條件搜尋每更換一次參數皆須做三重覆為原則確認，進而求得所
更換之最佳化參數條件。儀器最佳化條件參數分別為：ＵＶ檢測器進行全
波長掃描波長、高效能義相層析儀流動相濃度梯度、流動相酸鹼值、流動
相流速和標準品Stock solution稀釋液。在本研究中，為搜尋儀器之最佳化
條件參數，本實驗以多酚類化合物於固定濃度下，求得儀器條件之最佳化
參數。 
 
一. ＵＶ檢測器進行全波長掃描波長條件 
於固定濃度的多酚類化合物(10 μg/mL),液相層析儀流動相為A:0.2%
甲酸和B:乙晴, A :B 90%:10%0min，80%:20%15min，60%:40%16min，
60%: 40% 19min，90%:10%20min，90%:10%29min。流速為1ml/min。
波長先以分光光度計進行全波長掃描，條件求得Gallic acid，Catechin， 
Epigallocatechin gallate，Epigallocatechin，Epicatechin Gallate，Gossypin， 
Quercetin，Epicatechin， Naringenin，Procyanidin B2，ρ- Coumaric acid， 
Ferulic acid，Protocatechuic acid，Caffeic acid，Gossypetin，波長範圍
為240 nm至300 nm。接著再以ＵＶ檢測器進行進一步波長選擇(240 nm 
~300 nm)。最後得到最佳化波長為285 nm；而Ellagic acid和Rutin搜尋
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範圍從280 nm ~ 350 nm之間，最後求得最佳化波長為345 nm。 
 
二.高效液相層析儀流動相酸鹼值條件 
於固定濃度10 μg/mL的多酚類化合物,液相層析儀流動相為A:0.2%甲
酸和B:乙晴, A :B 90%：10%0min，80%：20%15min，60%：40% 
16min，60%：40% 19min，90%：10%20min，90%：10%29min。流速
為1ml/min。然後調整流動相A:0.2%甲酸的酸鹼值，條件尋找從原本
0.2%甲酸pH 2.6以高溶度KOH溶液調整酸鹼值範圍，條件尋找為
pH2.6、pH3.2、pH4.0。當酸鹼值維持在pH2.6時求得最佳分離效果，
故本實驗選擇總分析時間29分鐘下，最後求得流動相最佳酸鹼值條件
為pH2.6。 
 
三.高效能液相層析儀流動相溶度梯度搜尋 
於固定濃度的多酚類化合物(10 μg/mL)，流速為1ml/min。 
搜尋流動相濃度梯度之最佳化參數:搜尋條件如下： 
(1) A：B 90%：10% 0min，80%：20% 19min，60%：40% 20min，60%：
40% 23min，90%：10% 24min，90%：10% 33min。 
(2) A：B 90%：10% 0min，80%：20% 20min，60%：40% 21min，60%：
40% 24min，90%：10% 25min，90%：10%34min。 
(3) A：B 90%：10% 0min，80%：20%  5min，70%：30% 14min，60%：
40% 20min，60%：40% 23min，90%：10% 24min，90%：10% 33min。 
(4) A：B 90%：10% 0min，70%：30% 19min，60%：40% 20min，60%：
40% 23min，90%：10% 24min，90%：10% 33min。 
(5) A：B 90%：10% 0min，60%：30% 9min，60%：40% 20min，60%：
40% 23min，90%：10% 24min，90%：10% 33min。 
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(6) A：B 90%：10% 0 min，70%：30 % 14 min，60%：40% 19 min，
60%：40% 23 min，90%：10% 24 min，90%：10% 33 min。  
   
當濃度梯度於 A :B 90%：10% 0 min，70%：30 % 14 min，60%：40% 19 min，
60%：40% 23 min，90%：10% 24 min，90%：10% 33 min 時求得最佳分離
效果，故本實驗選擇總分析時間 33分鐘下，最後求得最佳濃度梯度分離
條件(圖 1)。 
 
四.高效能液相層析儀流動相流速搜尋 
  於固定濃度的多酚類化合物(10 μg/mL),液相層析儀流動相為 A：0.2
％甲酸和 B：乙晴, A：B 90%:10% 0 min，70%：30 % 14 min，60%：40% 
19 min，60%：40% 23 min，90%：10% 24 min，90%：10% 33 min。然後
開始搜尋流動相條件，搜尋條件為：0.8 ml/min、0.9 ml/min、1.0 ml/min。
當流速於 1.0 ml/min 時求得最佳分離效果，故本實驗選擇總分析時間 33
分鐘下,最後求得最佳流動相流速條件(圖 2)。 
 
五. 多酚類化合物之層析圖與滯留時間 
  本研究多酚類化合物之滯留時間(retention time)，結果如圖 3 顯示，當
多酚類化合物於 10 ppm時其分別為:1. Gallic acid:4.6分鐘, 2.Protocatechuic 
acid:7.6分鐘, 3. Catechin:9.5分鐘, 4. Procyanidin B2:10.1分鐘, 5.Epicatechin: 
11.1 分鐘, 6. Caffeic acid: 11.3 分鐘, 7. Epigallocatechin gallate: 11.5 分鐘, 8. 
Ellagic acid: 13.2分鐘, 9.Rutin: 14.0分鐘, 10. ρ- Coumaric acid: 14.5分鐘, 11. 
Epigallocatechin 14.9分鐘, 12. Ferulic acid: 15.4分鐘, 13. Epicatechin Gallate: 
16.2 分鐘, 14. Gossypin: 17.3 分鐘, 15. Gossypetin: 17.9 分鐘, 16. Quercetin: 
21.7 分鐘, 17. Naringenin: 24.5 分鐘。 
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第三節：實驗室驗證 
  利用本研究所選擇出儀器的最佳化條件，進行實驗室分析方法的驗
證。驗證內容包含檢量線、準確度、精密度、回收率、偵測極限和定量極
限。 
 
一.校正曲線 
  本實驗以已知 17種具有抗氧化能力的芳香環化合物，當作標準品以
建立檢量線。確認分析樣品濃度範圍及線性相關係數可從檢量線的最佳線
性範圍求得線性相關係數(R2)來判定。本研究所求得的線性相關係數(R2)
要求皆要大於或等於 0.995以上。在本研究當中，以過濾後蒸餾水稀釋
Stock solution 配製而成，檢量線的線性回歸方程式表示為 y=ax+b。如圖 4
顯示Gallic acid線性範圍為 1 ppm至 10 ppm，線性回歸方程式為 y = 39312x 
- 4299.2 且 R² = 0.9993。圖 5 顯示 Protocatechuic acid 線性範圍為 1 ppm 至
10 ppm，線性回歸方程式為 y = 40261x - 3165.3 且 R² = 0.9994。圖 6 顯示
Catechin 線性範圍為 1 ppm 至 10 ppm，線性回歸方程式為 y = 12165x - 
2898.5 且 R² = 0.9992。圖 7 顯示 Procyanidin B2 線性範圍為 1 ppm 至 10 
ppm，線性回歸方程式為 y = 10120x - 24.066 且 R² = 0.9996。圖 8 顯示
Epicatechin 線性範圍為 1 ppm 至 10 ppm，線性回歸方程式為 y = 10273 x + 
29.09 且 R² = 0.9998。圖 9 顯示 Caffeic acid 線性範圍為 1 ppm 至 10 ppm，
線性回歸方程式為 y = 75503x - 724.2 且 R² = 0.9997。圖 10 顯示
Epigallocatechin gallate線性範圍為 1 ppm至 10 ppm，線性回歸方程式為 y = 
3756.6x - 350.75 且 R² = 0.9961。圖 11 顯示 Ellagic acid 線性範圍為 1 ppm
至 10 ppm，線性回歸方程式為 y = 5323.7x + 1230.4 且 R² = 0.9982。圖 12
顯示 Rutin 線性範圍為 1 ppm 至 10 ppm，線性回歸方程式為 y = 27557x - 
172.99 且 R² = 0.9999。圖 13 顯示 ρ- Coumaric acid 線性範圍為 1 ppm 至
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10 ppm，線性回歸方程式為 y = 83337x + 16455 且 R² = 0.9973。圖 14 顯示
Epigallocatechin 線性範圍為 1 ppm 至 10 ppm，線性回歸方程式為 y = 
2547.2x - 446.19且R² = 0.9981。圖15顯示Ferulic acid線性範圍為 1 ppm 至
10 ppm，線性回歸方程式為 y = 130799x - 7126.5 且 R² = 0.9999。圖 16 顯
示 Epicatechin Gallate 線性範圍為 1 ppm 至 10 ppm，線性回歸方程式為 y = 
6614.2x + 125.15 且 R² = 0.9987。圖 17 顯示 Gossypin 線性範圍為 1 ppm 至
10 ppm，線性回歸方程式為 y = 13311x - 4719.3 且 R² = 0.9972。圖 18 顯示
Gossypetin 線性範圍為 1 ppm 至 10 ppm，線性回歸方程式為 y = 50917x – 
11097 且 R² = 0.9991。圖 19 顯示 Quercetin 線性範圍為 1 ppm 至 10 ppm，
線性回歸方程式為 y = 27261x + 967.4 且 R² = 0.9984。圖 20 顯示 Naringenin
線性範圍為 1 ppm 至 10 ppm，線性回歸方程式為 y = 97421x + 10217 且 R² 
= 0.999。本研究分析多酚類化合物其檢量線相關係數和檢量線如圖 4 至圖
20 顯示，其 R²皆大於 0.997 以上,顯示本研究具有良好的校正曲線關係。 
 
二.精密度 
  本實驗為了確認所發展出分析系統的可信度和可行度,則進一步探討
精密度與準確度，一般可透過重複分析所測得的變異係數(CV，%)之大小
來評估系統的穩定性。精密度依不同的分析目的可分成兩種方法：1. 
Intra-assay，即在同實驗內配置已知的標準品濃度，範圍包含低、中、高三
種濃度於同日內且相同之分析樣本連續分析五次(n=5)再分別經由統計算
出平均值(mean)，標準差(SD)及變異係數(CV，%)。2.Inter-assay,即在同
實驗內配置已知的標準品濃度，範圍包含低、中、高三種濃度於同檢體連
續偵測五天(n=5)，在分別經由統計算出平均值(mean)標準差(SD)及變異
係數(CV，%)。因此Intra-assay和Inter-assay，兩者所求的CV值越小則代表
變異性小即再現性越好；若CV值越大則代表變異性大且再現性差。如表所
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示，在多酚類化合物濃度分別為1 ppm、5 ppm和10 ppm，高效能液相層
析儀流動相為(A)0.1%甲酸和(B)乙睛內含0.1%甲酸，濃度梯度為A：B 
90%：10% 0 分鐘，70%：30 % 14 min，60%：40% 19 min，60%：40% 23 
min，90%：10% 24 min，90%：10% 33 min，流速則1ml/min，總分析時間
33分鐘的條件下之樣品稀釋成低(1 μg/mL)、中(5 μg/mL)、高(10 μg/mL)，
於intra assay之變異係數皆小於13.6%(表1)並且於inter assay之變異系數皆
小於6.3%(表2)，一般於intra assay和inter assay只要變異系數小於20%就能
顯示了良好的再現性，所以顯示出本實驗之變異系數皆小於4%，有著良好
的精密度。 
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三.準確度 
  準確度以標準添加求出回收率，以代表其準確度。在多酚類化合物的
回收率方面，本實驗利用標準添加法來探討是否有基質干擾問題。本實驗
的樣本有洛神葉、蓮蓬和石蓮花水萃及有機萃取樣本；所添加的標準品為
各標準品有檢測出多酚類化合物，如下：Catechin、Procyanidin B2、Caffeic 
acid、Ellagic acid、ρ- Coumaric acid和Epigallocatechin，所添加的濃度為1 
μg/mL、5 μg/mL和10 μg/mL。在洛神葉水萃部分，如表3回收率介於94%
～110%；表4洛神葉有機萃取物，回收率介於91%～109%；表5蓮蓬水萃
取物,回收率介於92%～110%；表6蓮蓬有機萃取物，回收率介於92%～
100%；表7石蓮花水萃取物，回收率介於91%～104%；表8石蓮花有機萃
取物,回收率介於93%～100%。 
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第四節 分析方法之應用 
  從洛神花水萃取物使用高效能液相層析儀最佳化之參數分析結果和
使用標準品圖下去做比對，如圖21洛神葉水萃取物內含Catechin 6.41 
μg/mL和Ellagic acid 3.37 μg/mL ; 圖22洛神葉使用甲醇萃取物測得
Protocatechuic acid 0.67 μg/mL、Catechin 53.4 μg/mL、Caffeic acid 14.6 
μg/mL、Epigallocatechin 11.1 μg/mL、Ferulic acid 15.4 μg/mL、Quercetin 1.94 
μg/mL、Ellagic acid 113.8 μg/mL ; 圖23蓮蓬水萃取物測得Catechin 5.93 
μg/mL、Procyanidin B2 1.92 μg/mL、ρ- Coumaric acid 0.45 μg/mL、
Epigallocatechin 74.1 μg/mL; 圖24蓮蓬使用甲醇萃取物測得Catechin 329 
μg/mL、Procyanidin B2 7.16 μg/mL、Caffeic acid 3.6 μg/mL、ρ-Coumaric acid 
7.63 μg/mL、Epigallocatechin 14.8 μg/mL。圖25石蓮花水萃取物測得ρ- 
Coumaric acid 1.34 μg/mL ; 圖26石蓮花使用甲醇萃取物測得Gallic acid 
5.92 μg/mL、Caffeic acid 0.51 μg/mL、ρ- Coumaric acid 1.17 μg/mL、
Epigallocatechin 25.1 μg/mL、Ferulic acid 0.55 μg/mL、Gossypetin 1.93 
μg/mL。 
然而在蓮蓬萃取物層析圖會發現有基線飄高的情形，因此懷疑是否為
蓮蓬樣本中含有大量個未分離物質，如蛋白質或多糖體等物質有所影響，
最後使用標準添加法添加1 μg/mL濃度的標準品Ellagic acid和ρ- Coumaric 
acid連續重複分析三次得到的回收率，如果經過標準添加已知濃度的標準
品無法得到準確的回收率，則可證實基線飄高的情形會影響蓮蓬樣本的偵
測，經過本次實驗結果，在蓮蓬水萃部分回收率介於100±8%(表9);石蓮花
有機萃取物回收率介於100±6%之間(表10)，皆有良好的回收率，進而證實
蓮蓬層析圖基線飄高問題並不會影響實驗數據。 
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使用本實驗最佳條件分析方法，與Marijan Šeruga等人﹝ 18﹞和
Mon-Yuan Yang等人﹝50﹞之分析方法比較，分析時間更加快速，本實驗所
有標準品皆能於25分鐘內被分離開來。靈敏度部分與Silvia Tsanova-Savova
等人﹝35﹞分析Catechin和Epicatechin之LOD和LOQ各為0.1 μg/mL和0.3 
μg/mL，而本實驗為0.01 μg/mL和0.003 μg/mL，顯示出更加良好的靈敏度。
精密度部份與Guihua Xu等人﹝27﹞所研究之intra assay在於Caffeic acid、ρ- 
Coumaric acid和Ferulic acid之變異係數皆符合。所以本實驗不僅大幅縮短
分析時間，並且分析方法也更為簡單，也顯示出良好的靈敏度和準確度。 
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第四章 結論 
  本研究順利發展出以高效能液相層析儀搭配UV檢測器檢測洛神葉、蓮
蓬和石蓮花多酚類化合物檢測與定量。在結果顯示出良好的線性、精密度
和準確度，並且實驗步驟簡單，便利，容易在實驗室裡建立分析條件。洛
神葉萃取物經過中山醫學大學陳璟賢副教授實驗結果，已成功應用在細胞
內和細胞外誘導前列腺細胞癌凋亡，於2012年發表 Hibiscus sabdariffa leaf 
induces apoptosis of human prostate cancer cells in vitro and in vivo﹝57﹞此篇
論文；將來也可以將萃取物應用在更多領域方面，如提煉萃取成保健食品
等。未來實驗將針對本研究中樣本內未知波峰使用氣相層析質譜儀直接去
定性成分種類，因此更能精確的得知植物萃取物樣本的成分，這樣一來除
了成分萃取能更加快速和精確，也更能將萃取出來的萃取物應用在多方領
域上。 
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表 1  多酚類化合物之同日內精密度結果(n=6) 
 
 
 
 
 
標準品                 濃度(μg/mL)       Mean±SD          CV(%) 
Gallic acid               1.0          1.06±0.089            0.8 
                        5.0          4.96±0.054            0.3 
                       10.0         10.01±0.046            0.2 
 
Protocatechuic acid       1.0          1.07±0.044            0.2 
                        5.0          5.01±0.046            0.2 
                       10.0         10.00±0.007            0.05
 
 
Catechin                1.0          1.02±0.088            1.0 
                        5.0          4.98±0.132            2.0 
                       10.0         10.08±0.200            4.0 
 
Procyanidin B2           1.0          1.02±0.043           0.1 
                        5.0          4.95±0.053            0.2 
                       10.0         10.01±0.020            0.4
 
 
Epicatechin              1.0          1.05±0.053            0.2 
                        5.0          5.00±0.027            0.7
 
                                   
10.0          9.99±0.065            0.4 
 
Caffeic acid              1.0          1.03±0.05             0.2 
                        5.0          5.00 ±0.007            0.4
 
                                    
10.0         10.05±0.008            0.5 
 
Epigallocatechin gallate    1.0          1.04±0.05             0.3 
                        5.0          5.02±0.02             0.6 
                       10.0          9.95±0.08             0.7  
 
Ellagic acid              1.0          1.00±0.005            0.02 
                        5.0          5.14±0.369            13.6 
                       10.0         10.00±0.010            0.02 
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標準品                 濃度(μg/mL)       Mean±SD          CV(%) 
Rutin                   1.0          1.01±0.033            0.1 
                        5.0          5.01±0.057            0.3 
                       10.0          9.97±0.051            0.2 
 
ρ- Coumaric acid         1.0          0.99±0.061            0.3 
                        5.0          5.01±0.023            0.5
 
                                    
10.0         10.02±0.083           0.7 
 
Epigallocatechin          1.0          0.96±0.153            1.9 
                        5.0          4.97±0.042            0.1 
                       10.0          9.97±0.042            0.1 
 
Ferulic acid              1.0          1.01±0.048            0.2 
                        5.0          4.99±0.056            0.3 
                       10.0         10.00±0.122            1.5 
 
Epicatechin Gallate       1.0          1.01±0.045            0.2 
                        5.0          5.01±0.029           0.08 
                       10.0          9.98±0.083            0.7 
 
Gossypin                1.0          1.05±0.035            1.0 
                        5.0          5.05±0.052            0.2 
                       10.0         10.04±0.089            0.8 
 
Gossypetin              1.0          1.07±0.040            0.1 
                        5.0          5.00±0.01             0.01 
                       10.0         10.03±0.044            0.2 
 
Quercetin               1.0          1.01±0.076             0.5 
                        5.0          4.97±0.043            0.1 
                       10.0         10.04±0.089            0.8 
 
Naringenin              1.0          1.03±0.063             0.3 
                        5.0          5.02±0.056            0.3 
                       10.0          9.71±0.459            2.1 
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表 2 多酚類化合物之異日間精密度結果(n=5) 
標準品                 濃度(μg/mL)       Mean±SD          CV(%) 
Gallic acid               1.0          1.04±0.134            1.8 
                        5.0          4.96±0.114            1.3 
                       10.0         10.01±0.084            0.7 
 
Protocatechuic acid       1.0          1.07±0.044            0.2 
                        5.0          5.01±0.046            0.2 
                       10.0         10.00±0.007           0.005 
 
Catechin                1.0          1.02±0.057            0.3 
                        5.0          4.97±0.083            0.6 
                       10.0          9.92±0.238            5.7 
 
Procyanidin B2           1.0          0.99±0.010           0.01  
                 5.0          4.95±0.053            0.2 
                       10.0          9.87±0.237            5.6
 
 
Epicatechin              1.0          1.00±0.053            5.1 
                        5.0          4.98±0.109            1.2
 
                                   
10.0          9.94±0.134            1.8 
 
Caffeic acid              1.0          1.05±0.096            0.9 
                        5.0          5.03 ±0.067            0.4
 
                                    
10.0          9.95±0.141            0.2 
 
Epigallocatechin gallate    1.0          0.99±0.10             1.0 
                        5.0          5.01±0.82             0.6 
                       10.0          9.82±0.20             4.2  
 
Ellagic acid              1.0          1.02±0.083            0.7 
                        5.0          4.97±0.120            1.4 
                       10.0          9.92±0.241            5.8 
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標準品                 濃度(μg/mL)       Mean±SD          CV(%) 
Rutin                   1.0          1.02±0.044           0.2 
                        5.0          4.99±0.041           0.1 
                       10.0         10.02±0.056           0.3 
 
ρ- Coumaric acid         1.0          1.03±0.062           0.3 
                        5.0          5.01±0.054           0.3
 
                                   
10.0          9.98±0.115           0.7 
 
Epigallocatechin          1.0          0.99±0.010          0.01 
                        5.0          4.99±0.074           0.5 
                       10.0          9.96±0.120           1.4 
 
Ferulic acid              1.0          1.03±0.058           0.3 
                        5.0          4.96±0.043           0.1 
                       10.0          9.96±0.114           1.3 
 
Epicatechin Gallate       1.0          1.05±0.096           0.9 
                        5.0          4.98±0.054           0.2 
                       10.0         10.01±0.074           0.5 
 
Gossypin                1.0          1.01±0.073           0.5 
                        5.0          5.02±0.054           0.2 
                       10.0         10.02±0.043           0.1 
 
Gossypetin               1.0         1.02±0.075            0.5 
                        5.0          4.99±0.028           0.08 
                       10.0         10.02±0.044           0.2 
 
Quercetin               1.0          0.97±0.044            0.2 
                        5.0          5.00±0.013           0.01 
                       10.0         10.04±0.054            0.3 
 
Naringenin              1.0          1.01±0.089            0.8 
                        5.0          5.02±0.043            0.1 
                       10.0          9.94±0.250            6.3 
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表3 洛神葉水萃取物回收率(n=3) 
添加標準品濃度  樣本總濃度（μg/mL） 測定值(mean±SD)     回收率(%) 
Catechin 
1.0 ppm               7.44            1.03±0.076            103.4 
5.0 ppm              11.34            4.93±0.081             99.66 
10.0 ppm             16.32            9.91±0.089             99.50 
 
Procyanidin B2 
1.0 ppm               0.98            0.98±0.026             92.4 
5.0 ppm               5.00            5.00±0.052            100.0 
10.0 ppm              9.90            9.90±0.460             99.00 
 
Caffiec acid 
1.0 ppm                 1.10              1.10±0.11            110.08 
5.0 ppm                 5.0               5.0 ±0.01            100.16 
10.0 ppm                10.08            10.08±0.34            100.08 
 
Ellagic acid 
1.0 ppm                  4.33             0.96±0.04             96.6 
5.0 ppm                  8.37             5.00±0.01            100.0 
10.0 ppm                19.83             9.83±0.62             98.3 
 
ρ- Coumaric acid 
1.0 ppm               1.06             1.06±0.124           106.8 
5.0 ppm               5.00             5.00±0.104           100.04 
10.0 ppm             10.29            10.29±0.425           102.96 
 
Epigallocatechin 
1.0 ppm               1.02             1.02±0.089           102.40 
5.0 ppm               5.05             5.05±0.047           101.20 
10.0 ppm             10.41            10.41±0.380           104.10 
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表4 洛神葉甲醇萃取物回收率(n=3) 
添加標準品濃度  樣本總濃度（μg/mL） 測定值(mean±SD)     回收率(%) 
Catechin 
1.0 ppm               54.32            0.93±0.067          91.00 
5.0 ppm               58.41             5.0 ±0.040         101.00 
10.0 ppm              63.81            10.3±0.581         103.26 
 
Procyanidin B2 
1.0 ppm                0.96             0.96±0.04          96.60 
5.0 ppm                5.08             5.08±0.07         101.40 
10.0 ppm               9.90             9.90±0.460        105.00 
 
Caffiec acid 
1.0 ppm                 15.66              1.09±0.08         109.20 
5.0 ppm                 19.72              5.14±0.06         101.40 
10.0 ppm                25.23             10.80±0.45         108.08 
 
Ellagic acid 
1.0 ppm                114.81              1.00±0.04         100.90 
5.0 ppm                118.75              4.97±0.09          99.36 
10.0 ppm               123.73              9.90±0.06          98.80 
 
ρ- Coumaric acid 
1.0 ppm                1.05             1.07±0.100        107.60 
5.0 ppm                5.16             5.15±0.045        103.10 
10.0 ppm              10.15            10.15±0.054        101.56 
 
Epigallocatechin 
1.0 ppm               12.70             1.07±1.115        107.60 
5.0 ppm               16.20             5.00±0.121        100.04 
10.0 ppm              21.53            10.56±0.527        105.60 
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表5 蓮蓬水萃取物回收率(n=3) 
添加標準品濃度  樣本總濃度（μg/mL） 測定值(mean±SD)     回收率(%) 
Catechin 
1.0 ppm               7.00               1.09±0.077         109.60 
5.0 ppm              11.04               5.10±0.092         102.00 
10.0 ppm             16.72              10.80±0.422         108.40 
 
Procyanidin B2 
1.0 ppm              3.04                1.10±0.082         110.40 
5.0 ppm              6.84                4.94±0.10           98.92 
10.0 ppm             11.77               9.87±0.066          98.70 
  
Caffiec acid 
1.0 ppm                 1.11                 1.10±0.06          110.60 
5.0 ppm                 5.15                 5.14±0.06          101.40 
10.0 ppm               10.55                10.39±0.65          103.96 
 
Ellagic acid 
1.0 ppm                 1.10                 1.09±0.09         109.20 
5.0 ppm                 4.99                 4.96±0.08          99.20 
10.0 ppm               10.35                10.20±0.54         102.30 
 
ρ- Coumaric acid 
1.0 ppm               1.45                1.02±0.120        102.20 
5.0 ppm               5.36                4.91±0.076         98.00 
10.0 ppm             10.65               10.15±0.054        101.56 
 
Epigallocatechin 
1.0 ppm              75.03                0.92±0.079         92.40 
5.0 ppm              78.98                4.88±0.041         97.28 
10.0 ppm             93.97                9.86±0.115         98.60 
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表6 蓮蓬甲醇萃取物回收率(n=3) 
添加標準品濃度  樣本總濃度（μg/mL） 測定值(mean±SD)     回收率(%) 
Catechin 
1.0 ppm              329.97             0.99±0.091         99.00 
5.0 ppm              333.92             4.90±0.066         98.00 
10.0 ppm             338.82             9.80±0.044         98.40 
 
Procyanidin B2 
1.0 ppm                8.13             0.98±0.026         92.40 
5.0 ppm               12.12             4.96±0.076         99.20 
10.0 ppm              11.74             9.86±0.120         99.75 
 
Caffiec acid 
1.0 ppm                4.50             0.90±0.08          90.00 
5.0 ppm                8.67             5.04±0.12         100.80 
10.0 ppm              13.48             9.75±0.38          97.50 
 
Ellagic acid 
1.0 ppm                0.92             0.94±0.12          94.00 
5.0 ppm                4.93             4.97±0.14          99.52 
10.0 ppm               9.90             9.88±0.12          98.84 
 
ρ- Coumaric acid 
1.0 ppm                8.58              0.94±0.096        94.00 
5.0 ppm               12.51              4.88±0.074        97.60 
10.0 ppm              17.45              9.84±0.037        98.40 
 
Epigallocatechin 
1.0 ppm               15.79               0.99±0.086       99.80 
5.0 ppm               19.75               4.96±0.101       98.80 
10.0 ppm              24.67               9.87±0.074       98.70 
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表7 石蓮花水萃取物回收率(n=3) 
添加標準品濃度  樣本總濃度（μg/mL） 測定值(mean±SD)     回收率(%) 
Catechin 
1.0 ppm               0.93             0.93±0.067          91.00 
5.0 ppm               4.87             4.96±0.280          98.80 
10.0 ppm             10.19             10.2±0.449         102.50 
 
Procyanidin B2 
1.0 ppm               0.97             0.96±0.058          94.6 
5.0 ppm               5.01             4.96±0.239          99.2 
10.0 ppm             10.42             10.3±0.581         103.4 
 
Caffiec acid 
1.0 ppm               1.03              1.04±0.04         104.80 
5.0 ppm               5.11              5.12±0.09         102.40 
10.0 ppm             10.39             10.44±0.45         104.40 
 
Ellagic acid 
1.0 ppm               1.02              1.00±0.13         100.40 
5.0 ppm               5.13              5.12±0.07         102.40 
10.0 ppm             10.20             10.22±0.39         102.20 
 
ρ- Coumaric acid 
1.0 ppm               2.33              0.99±0.02          99.00 
5.0 ppm               6.45              5.10±0.10         102.00 
10.0 ppm             11.3 6             10.02±0.07         100.20 
 
Epigallocatechin 
1.0 ppm               0.97              0.97±0.040          97.0 
5.0 ppm               5.10              5.06±0.120        101.20 
10.0 ppm              9.89              9.94±0.224         99.40 
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表8 石蓮花有機萃取物回收率(n=3) 
添加標準品濃度  樣本總濃度（μg/mL） 測定值(mean±SD)     回收率(%) 
Catechin 
1.0 ppm              0.94              0.94±0.064          94.80 
5.0 ppm              4.92              4.96±0.120          99.20 
10.0 ppm             9.88              9.85±0.077          98.50 
 
Procyanidin B2 
1.0 ppm              1.01              0.99±0.09           99.80 
5.0 ppm              5.03              4.98±0.11           99.60 
10.0 ppm             9.95              9.93±0.14           99.30 
 
Caffiec acid 
1.0 ppm              1.51              0.97±0.07           97.00 
5.0 ppm              5.50              4.96±0.13           99.20 
10.0 ppm            10.35              9.89±0.11           98.90 
 
Ellagic acid 
1.0 ppm              0.94              0.93±0.05           93.81 
5.0 ppm              4.99              4.92±0.18           98.40 
10.0 ppm             9.66              9.67±0.33           96.70 
 
ρ- Coumaric acid 
1.0 ppm              2.16              0.95±0.044          95.00 
5.0 ppm              6.02              4.86±0.195           97.20 
10.0 ppm            11.06              9.69±0.352          96.90 
 
Epigallocatechin 
1.0 ppm             26.09              0.96±0.048          96.00 
5.0 ppm             30.12              5.00±0.167         100.00 
10.0 ppm            34.98              9.93±0.140          99.30 
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表9 蓮蓬添加1 μg/mL標準品之回收率(水萃) (n=3) 
標準品 濃度 測定值(mean±SD)   回收率(%) 
Ellagic acid        1.0 ppm          0.99±0.010            99.0 
ρ- Coumaric acid   1.0 ppm          0.97±0.044            97.0 
  
 
 
 
表10 蓮蓬添加1 μg/mL標準品之回收率(有機萃取) (n=3) 
標準品 濃度 測定值(mean±SD)  回收率(%) 
Ellagic acid        1.0 ppm         0.98±0.021            98.0 
ρ- Coumaric acid   1.0 ppm         0.97±0.022            97.0 
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 圖1 搜尋流動相濃度梯度之最佳化參數 
(1) A：B 90%：10% 0min，80%：20% 19min，60%：40% 20min，60%：
40% 23min，90%：10% 24min，90%：10% 33min。 
(2) A：B 90%：10% 0min，80%：20% 20min，60%：40% 21min，60%：
40% 24min，90%：10% 25min，90%：10%34min。 
(3) A：B 90%：10% 0min，80%：20%  5min，70%：30% 14min，60%：
40% 20min，60%：40% 23min，90%：10% 24min，90%：10% 33min。 
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 圖1 搜尋流動相濃度梯度之最佳化參數(續) 
(4) A：B 90%：10% 0min，70%：30% 19min，60%：40% 20min，60%：
40% 23min，90%：10% 24min，90%：10% 33min。 
(5) A：B 90%：10% 0min，60%：30% 9min，60%：40% 20min，60%：
40% 23min，90%：10% 24min，90%：10% 33min。 
(6) A：B 90%：10% 0 min，70%：30 % 14 min，60%：40% 19 min，60%：
40% 23 min，90%：10% 24 min，90%：10% 33 min。 
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圖2 搜尋流動相流速之最佳化參數：(1) 流速搜尋條件:0.8ml/min ，(2) 
流速搜尋條件:0.9ml/min ，(3) 流速搜尋條件:1.0ml/min，(4) 流速搜
尋條件:1.1ml/min。 
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圖3 混合標準品層析圖：1. Gallic acid: 4.5min, 2. Protocatechuic acid: 7.4min, 
3. Catechin: 9.5min, 4. Procyanidin B2: 10.1min, 5. Epicatechin: 11.2 min, 6. 
Caffeic acid: 11.3min, 7. Epigallocatechin gallate: 11.4min, 8. Ellagic acid: 
13.0min, 9.Rutin: 13.7min, 10. ρ- Coumaric acid: 14.5min, 11. 
Epigallocatechin 14.8min, 12. Ferulic acid: 15.3min, 13. Epicatechin Gallate: 
15.6min, 14. Gossypin: 17.2min, 15. Gossypetin: 17.6min, 16. Quercetin: 21.6 
min 17. Naringenin: 24.4min 
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圖4 Gallic acid之檢量線：1 ppm、3 ppm、5 ppm、7 ppm和10 ppm，線性
回歸方程式為y = 39312x - 4299.2且R² = 0.9993。 
 
  
 
圖5 Protocatechuic acid之檢量線:1 ppm、3 ppm、5 ppm、7 ppm和10 ppm，
線性回歸方程式為y = 40261x - 3165.3且R² = 0.9994。 
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圖6 Catechin之檢量線:1 ppm、3 ppm、5 ppm、7 ppm和10 ppm，線性回
歸方程式為y = 12165x - 2898.5且R² = 0.9992。 
 
 
 
 
圖7 Procyanidin B2之檢量線:1 ppm、3 ppm、5 ppm、7 ppm和10 ppm，線
性回歸方程式為y = 10120x - 24.066且R² = 0.9996。 
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圖8 Epicatechin之檢量線:1 ppm、3 ppm、5 ppm、7 ppm和10 ppm，線性
回歸方程式為y = 10273 x + 29.09且R² = 0.9998。 
 
 
 
圖9 Caffeic acid之檢量線:1 ppm、3 ppm、5 ppm、7 ppm和10 ppm，線性
回歸方程式為y = 75503x - 724.2且R² = 0.9997。 
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圖10 Epigallocatechin gallate之檢量線:1 ppm、3 ppm、5 ppm、7 ppm和10 
ppm，線性回歸方程式為y = 3756.6x - 350.75且R² = 0.9961。 
 
 
 
圖11 Ellagic acid之檢量線:1 ppm、2 ppm、4 ppm、6 ppm和10 ppm，線性
回歸方程式為y = 5323.7x + 1230.4且R² = 0.9982。 
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圖12 Rutin之檢量線:1 ppm、3 ppm、5 ppm、7 ppm和10 ppm，線性回歸方
程式為y = 27557x - 172.99且R² = 0.9999。 
 
 
 
圖13 ρ-Coumaric acid之檢量線:1 ppm、3 ppm、5 ppm、7 ppm和10 ppm，
線性回歸方程式為y = 83337x + 16455且R² = 0.9973。 
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圖14 Epigallocatechin之檢量線:1 ppm、3 ppm、5 ppm、7 ppm和10 ppm，
線性回歸方程式為y = 2547.2x - 446.19且R² = 0.9981。 
 
 
 
圖15 Ferulic acid之檢量線:1 ppm、3 ppm、5 ppm、7 ppm和10 ppm，線性
回歸方程式為y = 130799x - 7126.5且R² = 0.9999。 
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圖16 Epicatechin Gallate之檢量線:1 ppm、3 ppm、5 ppm、7 ppm和10 ppm，
線性回歸方程式為y = 6614.2x + 125.15且R² = 0.9987。 
 
 
 
圖17 Gossypin之檢量線:1 ppm、3 ppm、5 ppm、7 ppm和10 ppm，線性回
歸方程式為y = 13311x - 4719.3且R² = 0.99 72。 
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圖18 Gossypetin之檢量線:1 ppm、3 ppm、5 ppm、7 ppm和10 ppm，線性
回歸方程式為y = 50917x – 11097且R² = 0.9991。 
 
 
 
圖19 Querctin之檢量線:1 ppm、3 ppm、5 ppm、7 ppm和10 ppm，線性回
歸方程式為y = 27261x + 967.4且R² = 0.9984。 
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圖20 Naringenin之檢量線:1 ppm、3 ppm、5 ppm、7 ppm和10 ppm，線性
回歸方程式為y = 97421x + 10217且R² = 0.999。 
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圖 21洛神葉水萃取層析圖：使用高效能液相層析儀最佳化之參數分析結
果和使用標準品圖下去比對測得洛神葉水萃取物內含 peak3:Catechin 6.41 
ppm 和 peak8:Ellagic acid 3.37 ppm。 
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圖 22洛神葉甲醇萃取層析圖：使用高效能液相層析儀最佳化之參數分析
結果和使用標準品圖下去比對測得洛神葉使用甲醇萃取物內含
peak2:Protocatechuic acid 0.67 ppm、peak3:Catechin 53.4 ppm、peak6:Caffeic 
acid 14.6 ppm、peak11: Epigallocatechin 11.1 ppm、peak12:Ferulic acid 15.4 
ppm、peak16: Quercetin 1.94 ppm、peak8: Ellagic acid 113.8 ppm。 
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圖 23蓮蓬水萃取層析圖：使用高效能液相層析儀最佳化之參數分析結果
和使用標準品圖下去比對測得蓮蓬水萃取物 peak3:Catechin 5.93 ppm、
peak4:Procyanidin B2 1.92 ppm、peak10:ρ- Coumaric acid 0.45 ppm、peak 11: 
Epigallocatechin 74.1 ppm。 
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圖 24蓮蓬甲醇萃取層析圖：使用高效能液相層析儀最佳化之參數分析結
果和使用標準品圖下去比對測得蓮蓬使用甲醇萃取物 peak3: Catechin 329 
ppm、peak4: Procyanidin B2 7.16 ppm、peak6: Caffeic acid 3.6 ppm、peak10: 
ρ- Coumaric acid 7.63 ppm、peak11: Epigallocatechin 14.8 ppm 、peak8: 
Ellagic acid 19.1 ppm。 
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圖25石蓮花水萃取層析圖：使用高效能液相層析儀最佳化之參數分析結果
和使用標準品圖下去比對測得石蓮花水萃取物內含peak 10 : ρ- Coumaric 
acid 1.34 ppm。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
- 67 - 
 
 
 
 
 
 
 
 
圖26石蓮花甲醇萃取層析圖：使用高效能液相層析儀最佳化之參數分析結
果和使用標準品圖下去比對測得石蓮花使用甲醇萃取物peak1: Gallic acid 
5.92 ppm、peak6: Caffeic acid 0.51 ppm、peak10: ρ- Coumaric acid 1.17 ppm、
peak11: Epigallocatechin 25.1 ppm、peak12: Ferulic acid 0.55 ppm、peak15: 
Gossypetin 1.93 ppm。 
 
